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Systeme de sondes permettant d'effectuer le typage HLA DRs et 
procede de typage utilisant lesdites sondes . 

La pr^sente inven1:ion a pour objet un proc^d6 pour d^terxoiner 
le genotype HLA de classe II d'un individu et se rapporte plus 
particuli^rement i la detection des g&nes jpolymorphes HLA DR. Ce 
proc^dd est applicable notamment au typage HLA en transplantation, 

5 au diagnostic mddicalr ^ la .m^decine legale, etc. 

Le syst^e HLA (antig^ne des lymphocytes humains) est cod^ par 
le conqplexe d* histocompatibility majeur chez I'homme. II constitue 
une contrainte tr^s importante au cours des transplantations 
d'organes entre les individus en effectuant une distinction entre le 

10 soi et le non-soi. De plus, les facteurs du HLA sont ixc^liqu6s dans 
la predisposition h un grand nombre de maladies. Les antig^nes du 
systeme HLA ont done 6t6 utilises dans des proc6d6s de typage pour 
d^tenoiner les caract^ristiques entre donneurs et receveurs lors de 
transplantations d'organes (F. H. BACH et J.J. VAN ROOD, N. Engl. J. 

15 Med., 295, pages 806-13 (1976)), ainsi que la predisposition d'un 
individu ^ certaines maladies. 

D*un point de vue g^n^tique, le systeme HLA est bien 
caract^rise et consiste en un ensemble de loci plus ou moins 
polymoirphes situ^s dans un intervalle d* environ 2 centime rgans (cM) 

20 sur le bras court du chromosome 6. Trois loci dans ce systeme (HLA- 
A, B et C) cedent pour une classe d'alloantig^nes esqprimes de fagon 
codominante (classe I) . Une autre region (HLA-D) qui contient en 
fait plusieurs g^nes code pour une seconde classe d'alloantig^nes 
exprim6s de faQon codominante avec un degr^ important de 

25 polymorphisme (classe II) . Plusieurs autres loci qui controlent 
notamment les composants C2, C4 et le facteur Bf de la cascade du 
coit^l6ment appartiennent 6galement au systdme HLA (classe III) . Le 
succ^s des greffes d*organes depend dans une grande mesure de 
1' identity HLA (classes I et II) entre receveur et donneur. En 

30 consequence, le typage HLA doit €tre le plus exact possible. Ce 
besoin concerne principalement les transplantations de reins (P.J. 
Morris et A. Ting (1982) Immunol. Rev 66, 103 - G. Opelz (1989) 
Transpl. Proc . 21,609 - E.L. LAGAAIJ, P.H. Hennemann, M. Ruigrok et 
al. (1985) New Engl. J. Med 321,701) et les greffes de moelle 

35 osseuse (P.O. Beatty, R.A. Clift, E.M. Mickelson et al. (1985) New 
Engl. J. Med 313,765 - J.M. Hows et B.A. Bradley (1990) British J. 
Hematol. 76,1). Dans le cadre de la greffe de moelle osseuse, 
1* identity parfaite au niveau des antig^nes HLA classe II repr^sente 
un facteur determinant pour le succ^s de la greffe, c'est-^-dire 
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pour ^viter un re jet du greffon ou le d^veloppement d'une maladie 
gref fon-contre-hate (P.G, Beatty^ J. Hansen^ G*M. Longton et al. 
(1991) Transplantation 51, 443 - R.C. Ash, J.T. Casper, C.R. 
Chitainbar et al. (1990) New Engl. J. Med. 322, 485 - C. Anasetti, D. 
Amos, P.G. Beatty et al. (1989) New Engl. J. Med. 320,197). 

Le polymorphisme des produits d* expression des g&nes de la 
region HLA D est d^fini habituellement par des techniques 
s^rologiques bashes sur 1" analyse par des alloantisera des produits 
des g%nes HIiA exprim^s ^ la surface des cellules (J.J. Van Rood et 
A. Van Leeuwen (1963) J. Clin. Invest. 42,1382 - J.J. Van Rood, A. 
Van Leeuwen, J.J. Koning, A.B. Van Oud Ablas (1975) Tissue Antigens 
5, 73). La precision et la reproductibilit^ dependent des lots de 
sera disponibles . Cependant, m^e dans les meilleures conditions, un 
tr^s grand noinbre des alleles existants ne sont pas d^tectables par 
ces techniques s^rologiques . Les limites de 1" analyse s6rologique 
r^sultent essentiellement de 1' absence d' alloantisera mono- 
sp^cifiques, d'une discrimination incomplete avec des r6activit6s 
crois^es entre des 8p6ci£icit6s tr^s proches, par exemple DR3 et 
DRwl3 ou encore d'une ea^ression alt^r^e des molecules HLA classe II 
ii la surface des cellules, par exeit^le de cellules leuc^miques. 

GrSce h la biologie moieculaire, on sait maintenant qu'il 
existe un plus grand nombre de g^nes HLA qu'on ne le supposait 
auparavant et, surtout, beaucoup plus d* alleles diff^rents. Cette 
diversity est maintenant caract6ris6e au niveau des sequences d'ADN 
des dif£6rents g^nes et all^^les* Selon le dernier rapport du comity 
de nomenclature HLA (voir The WHO Nomenclature Committee for factors 
of the HLA system (1990) Immunogenetics 31, 131 - and - J.G. Bodmer, 
S.G.E, Marsh, E.D. Albert, W.F. Bodmer, B. Dupont, H.A. Erlich^ B. 
Mach, W.R. Mayr, P. Parham, T. Sasazuki, G.M.T. Schreuder, J.L. 
Strominger, A. Svejgaard et P.I. Terasaki (1991) Tissue Antigens 37, 
97), le polymorphisme HLA classe II se r^pazrtit comme suit : locus 
DRBl : 47 alleles, locus DRB3 : 4 alleles, locus DRB4 ; 1 allele, 
locus DRB5 : 4 alleles, locus DQBl : 17 all&les, locus DQAl : 13 
alleles, locus DPBl : 21 alleles, locus DPAl : 4 alleles. 

Beaucoup de ces alleles ^chappent i 1 'analyse s^rologique et 
ne sont identif iables qu'au niveau de I'ADN. On peut illustrer les 
limites Idlu typage s^rologique par la specificity s^rologique DR4, 
maintenant subdivis^e en 11 sous-types {DRB1*0401-*0411) (voir J.G. 
Bodmer, S.G.E. Marsh, E.D. Albert, W.F. Bodmer, B. Dupont, H.A. 
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Erlich, B. Mach, W.R. Mayr, P. Parham, Sasazuki,r G.M.T. 

Schreuder, J.L. Strominger^ A. Svejgaard et P.I. Terasaki (1991) 
Tissue Antigens 37, 97), identif iables seulement au niveau de la 
sequence d'ADN. 

5 De m§me, la specificity DRw6, qui peut ^tre subdivis6e en 

DRwl3 et DRwl4 par quelques alloantisera, contient en r6alit6 10 
sequences all^liques (DRB1*1301-1305 et DRB1*1401-1405 (voir la 
publication de Bodmer JG cit^e ci-dessus) qui, 1^ aussi, ne peuvent 
Stre discrimin^es cjue par 1' analyse g^notypique au niveau de la 

10 s6c2uence d'ADN. 

L' analyse g^notypique est une nouvelle approche permettant 
d' analyser la diversity du syst^me HLA classe II directement au 
niveau des g%nes . L' analyse g^notypique est bas^e sur le principe de 
1» hybridation mol6culaire et la premiere approche qui fut propos^e 

15 est la technique dite "RFLP" qui consiste ci fragmenter I'ADN par 
utilisation d' enzymes de restriction et IL analyser la taille des 
fragments d'ADN specif iques g€n€r6s par ces enzymes (voir C.T. Wake, 
E.O. Long et B. Mach (1982) Nature 300, 372 - J. Blhme, M; 
Andersson, G. Andersson, E. Miller, P. A. Peterson et L. Rask (1985) 

20 J. Immunol. 135, 2149 - J.L, Bidwell, E.A- Bidwell, D.A. Savage, D. 
Middleton, P.T. Klouda et B.A. Bradley (1988) Transplantation 45, 
640) . 

L' analyse par RFLP ne permet de reconnaltre que certaines des 
differences alieiiques inddtectables par la s^rologie, et cette 

25 technique pr^sente encore des limitations. En effet, un allele 
portant une sequence diff^rente est identifiable seulement si le 
nucleotide different est dans le site de reconnaissance de 1' enzyme 
de restriction utilis6e dans 1' analyse et done un grand nombre 
d' alleles HLA classe II ne seront pas reconnus par cette analyse. De 

30 plus, 1' analyse RFLP met rarement en Evidence une modification dans 
une s6G[uence codante, et ne foumit pas d* informations sur la nature 
exacte de la modification. Enfin, cette techniqnie est longue et 
lourde car elle implique d'utiliser des Gfuantit^s relativement 
importantes d*acides nucl^iques cjui doivent €tre dig^r^es avec 

35 plusieurs enzymes de restriction, des Electrophoreses et des 
transferts sur f litres. 

Pour illustrer les limites de la technique RFLP, on peut 
roentionner que les sous-types des sp4cificit6s DRl, DR4, DRw8, DRwll 
ou DRwl3, ne sont pas d^tectables par RFLP. 
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Une nouvelle technique d' analyse g^notypique de HLA classe II 
a propos6er qui est la m6thode dite "de typage par 

oligonucleotides". Gr&ce II la connaissance des sequences d'ADN des 
g^nes de HLA classe II et en particulier des g^nes DR^^ qui sont de 

5 loin les plus polymorphesr on peut utiliser des oligonucleotides qui 

sont spdcifiques d'un endroit donn6 de la sequence du g^ne coinme 
traceurs pour 1' analyse du polymorphisme par hybridation. Ces 
oligonucleotides sont choisis de fapon k etre les plus informatifs 
possibles et ^ permettre 1 • identification des diff brents alleles, 

10 sur la base de leurs differences de sequences. Dans la pratique, 
n'importe quelle difference de sequence, xneme d»un seul nucleotide, 
peut etre detectee. 

La technique de typage par oligonucleotides peut etre 
appliquee aussi bien a I'ADN, coinme decrit dans la publication 

15 d'Angelini et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 83, pages 448 9 - 
4493 (1986), qu'^ I'ARN (voir C. Ucla, J.J. Van Rood, J. Gorski et 
B. Mach (1987) J. Clin. Invest. 80, 1155). 

Cette nouvelle approche est basee sur le principe de 
1 'hybridation moieculaire en utilisant les proprietes 

20 caracteristiques des acides nucieiques cjui sont les possibilites 
d*interagir avec une sequence complement aire par 1 » intermediaire de 
liaisons hydrog^nes et de former ainsi un hybride stable, selon les 
lois d'appariement connues, c'est-^-dire A-T, G-C, pour I'ADN et A- 
U, G-C pour I'ARN. Ainsi, des oligonucleotides de synthase 

25 correspondant k des sequences d'ADN ou d^ARN des alleles connus 
peuvent etre utilises comme sondes pour identifier, dans un 
echantillon, une sequence nucieique appeiee cible, contenant une 
sequence complement aire de celle de la sonde. Le marquage de 
1' hybride forme entre la cible et la sonde permet la detection et la 

30 quantification de la cible dans 1 'echantillon. Ce marquage est 
effectue par tout marqueur connu, tel que marqueur enzymatique, 
chimique ou radioactif. Sur la base de ces principes la premiere 
application de typage par oligonucleotide pour le HLA classe II a 
ete presentee par Angelini et al. dans la publication precedemment 

35 citee, avec utilisation de la technicjue dite "SOUTHERN" selon 
laquelle I'ADN cible est depose sur une membrane de nylon et la 
detection est effectuee a I'aide d'une sonde oligonucieoditique 
marquee. La technique a ensuite ete appliquee a la detection 
d' alleles HLA classe II non identif iables par la serologie de 
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routine (voir J.M. Tiercy, J. Gorski, M. Jeannet et B. Mach (1988) 
Proc, Natl. Acad. Sci. USA 85, 198 - J.M. Tiercy, J. Gorski, H. 
B6tuel, A.C. Freidel, L. GebAhrer, M. Jeannet et B. Mach (1989) 
Human Ixoaiunol. 24, 1) . Une autre application directe au typage HLA 
5 classe II est celle d^crite dans la demande de brevet PCT WO 

89/11547 utilisant la technique dite "Dot-Blot". Une modification ii 
ces techniq[ues est representee par lA m^thode dite "Reverse Dot 
Blot" qui consiste d fixer sur une membrane de papier, 
nitrocellulose ou un melange des deux, une sonde nucl^otidique et d 
10 effectuer la detection d'une hybridation avec une cible marquee. 

Cette techniq[ue a ^t^ appliqu^e au typage HLA-DQA et k la detection 
des mutations de la P -thalass^mie m^diterran^enne (R.K. Saiki et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol 86, pages 6230-6234 (1989)). 

Comma d^crit pr^cedemment et expliqu6 dans les publications et 
15 la demande de brevet cities ci-dessus, le typage cellulaire 
n^cessite la detection de mutations ponctuelles dans le g^ndme et 
implique la mise au point de sondes suffisamment sensibles pour 
detecter et diff^rencier des s^GQiences homologues el un nucleotide 
pr^s, et on a trouve q[u'il fallait utiliser des sondes de courte 
20 taille, g^n^ralement de moins de 30 nucleotides, G[ui conferent au 
test une grande specificite, tout en conservant une bonne 
sensibilite. L ' utilisation d" oligonucleotides de courte taille 
permet de disposer d'un grand eventail de seiectivite. 

Dans le cas oii I'on utilise un test comprenant la fixation 
25 d'une sonde sur un support sollde reste pose le probieme lie 4 
1' immobilisation d'une sonde courte, inferieure k 30 nucleotides, 
sur un tel support solide. R.K. SAIKI et al., dans la publication 
precedemment citee, ont propose une methode qui consiste ii coupler k 
l*extremite 3* d'une sonde comprenant entre 15 et 20 bases, une 
30 queue poly(dT) de 400 bases et d immobiliser la sonde par 
1 * intermediaire de cette queue sur un filtre de nylon par exposition 
d des rayons ultraviolets, de fapon 4 coupler par covalence les 
bases thyicd.nes aux amines priroaires presentes dans le nylon. 

Cependant, cette methode n'est pas entierement satisf aisante, 
35 car elle presente des probiemes de specificite. En effet, les bases 
thymines de la sonde peuvent egailement reagir, sous rayonnement 
U.V., avec le support, ce qui implique une diminution de 
I'efficacite d» hybridation. 

Par ailleurs, pour des raisons d' industrialisation, 11 est 
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souhaitable de net t re au point un proc6d6 de typage qui present e une 
grande sp6cificit6 et une bonne sensibility, mais qui de plus soit 
simple ii mettre en oeuvre, d»ex6cution rapide, peu on6reux, 
automatisable et utilisable pour le typage individuel. 

5 On a maintenant trouv6 un nouveau proc6d6 pour determiner le 

genotype HLA DR d»un individu, qui pallie les inconvenient s d^crits 
ci-dessus en permettant de d^tecter et de diffdrencier des sequences 
homologues h un nucleotide pr^s. 

Le precede de I'invention peut etre mis en oeuvre a I'aide d'un 

10 ensemble de sondes nucieotidicjues choisies de fapon ^ permettre un 
typage avec un nombre minimum de sondes. Get ensemble de sondes 
presente notamment I'avantage de permettre d'op^rer ^ une 
temperature unique, notamment k 37** C. (bien qu' il soit possible 
d'-operer k une autre temperature, comme on le verra dans la partie 

15 experimentale ci-apres) . Un tel ensemble de sondes fait egalement 
partie de I'invention. 

li' ensemble des sondes de I'invention qiii sera defini ci-apr^s, 
peut etre utilisee sous la forme de sondes de detection (marquees 
avec un agent traceur usuel) dans les techniques du type Southern, 

20 ou, de preference, sous la forme de sondes de capture (technique 
sandwich ou reverse dot blot) immobilisees sur un support solide, 
soit par fixation passive (adsorption) directement ou par 
I'intermediaire d'un ligand) , tel qu'un ligand hydrophobe (voir par 
exemple la demande de brevet europeen 0 405 913) , soit par 

25 I'etablissement d'au moins une liaison covalente qui. peut etre faite 
ici encore directement ou par 1' intermediaire d'un ligand capable de 
se fixer par covalence sur le support (voir par exemple la demande 
de brevet PCT WO 88/01302). L' immobilisation des sondes peut etre 
realis6e soit & I'aide de procedes connus, soit iL I'aide «d'autres 

30 precedes qui seront decrits ci-apres. 

Les sondes de I'invention (sondes nucieotidiques) vont etre 
decrites principalement sous la forme de sequences nucieotidiques. 
II est evident pour I'homme du metier cjue, meme pour le cas de 
sondes destinees ^ detecter des mutations ponctuelles, ii une 

35 temperature donnee, 11 est possible d'envisager I'utilisation de 
sondes de longueur (nombre de nucleotides) variable, dans une 
certaine mesure, grSce notamment ii I'emploi de solutions, tampons 
favor isant plus ou moins la stabilite des complexes d' hybridation . 
Les sondes de I'invention sent done definies par une sequence qui 
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pourra dtire g^n^ralement consid^r^e cozome maximiun (en particulier si 
on souhaite travailler k teic^6rature relativement basse, par exemple 
37^ C) / avec en outre 1' indication d'une sequence minimum qui sera 
encore utilisable ii ladite temperature et qui sera sensible ^ une 

5 mutation mdme ponctuelle. 

II est Evident pour les sp^cialistes qu' ^ chaq[ue sonde 
nucl^otidique particuli^re correspond une sonde compl^mentaire, qui 
est bien entendu capable de jouer le mdme r61e en tant que sonde de 
capture ou de detection. invention s'^dtend done ii de telles sondes 

10 ayant une sequence compl^mentaire de celles qui seront d^crites ci- 
apr^s • 

II est 6galement Evident pour les sp^cialistes cju'^il est 
g^n^ralement possible de remplacer, dans un ensemble de sondes , 
I'une des sondes reconnaissant une specificity quelconq[ue X par un 

15 systdme de deux sondes reconnaissant I'une, des sp6ci£icites X et Y, 
et 1' autre, des specificites X et Z, auq[uel cas des r^ponses 
positives 4 la fois avec la sonde XY et avec la sonde XZ permettent 
de conclure ^ la presence de la specif icit6 X. invention s'6tend 
done k un syst^me de sondes, tel qu'il sera d6fini ci-apr^s, dans 

20 lequel une ou plusieurs sondes sont remplac^es par un tel syst^me 
equivalent de deux sondes ou plusieurs sondes. Bien entendu, un tel 
systeme associatif peut etre applique d un norobre de specificites 
super ieur k 2. 

L' invention a pour objet des sondes nucieotidigues 
25 utiliscibles dans les techniques de typage par oligonucleotides pour 
effectuer le typage HLA DR, ces sondes etant choisies parmi les 
suivantes : 

- TGGCAGCTTAAGTTT 

- CCTAA6AGGGA6T6 
30 - GC6A6T6T66AACCT 

~ AAGACAGGCX^GGC. 

Les quatres sequences qui viennent d'etre mentionnees sont 
designees, respectivement, par les numeros de reference 101, 102, 
103 et 104. 

35 La sonde 101 permet d' identifier le type DRB1*01. 

La sonde 102 permet d' identifier le type DRB1*02. 
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La sonde 103 permet d' identifier le type DRB4*01 et 

la sonde 104 sert dans 1 ' identification du type DRBl'^lSOB. 

L * invention concerne Sgalement un ensemble de sondes 
nuclSotidiques, ou un kit de type HLA, comprenant au moins une sonde 
choisie parmi les sondes 101 a 104. 

L' invention a egalement pour objet un tel ensemble de 
sondes contenant en outre au moins une sonde choisie parmi les 
suivantes : 

- GTGGACAACTACTG - GATACTTCTATCACCA A - GCCTGATGAGGAGTAC 

- TGGCAGGGTAAGTATAAG - G GGCCCTGGTGGAC A - TGCGGTATCTGCACA 

- GGAGGAGGTTAAGT T ~ C TGGAAGACGAGCG - T GGAAGACAAGCGG 

- T GCGGAGCACTGGA - A ACCAGGAGGAGAACGTG - ACTCTACGGGTGAGTG 

- GACACCTATTGCAGAC - 



La partie soulignee correspondant k une sequence minimum. 

Les treize sequences qui viennent d'etre mentionnees sont 
designees respect ivement sous les numeros de reference 105 a 117. 

Selon un mode de realisation prefere, la sonde 111 est 
utilisee sous sa forme complete, y compris les deux T non soulignes 
a 1' extremity 3'. Elle a la meme specif icite que la sonde 45. 

La sonde 115 est utilisee de pr6f6rence sous la forme de la 
sequence soulignee augmentSe des deux A non soulignes a I'extremite 
5'. Elle a la mSme specificity que la sonde 28. 

Les sondes 105 k 110, 112 k 114, 116 et 117 sont utilises 
de preference sous la forme des sondes ayant dans la partie 
expSrimentale ci-apres les numeros de reference 43, 9, 10, 14, 17^ 
44, 46, 48, 47, 24 et 27. 

L' invention concerne notamment un ensemble de sondes tel 
que defini ci-dessus, caracterisg par le fait qu'il comprend en 
outre I'une au moins des sondes suivantes (la partie soulignee 
correspondant a la sec[uence optimum) : 
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« GAGGAGGACTTGCGCT - TACGGGGCTGTGGAG - G GAGCTGCGTAAGT 
- TTCCTGGAGAGACAC - GGGAGAGATACTTCC . 

Les cinq s^cpaences qui viennent d'etre mentilpnnees sont: 
designees respectivement par les num^ros de reference 118 a 122. Ces 
sequences sont utilis#es notainment sous la forme des sondes portant 
les numSros de reference 42, 42 bis, 52, 37 et 55. 

Les sondes specif iques indiquees ci-dessus peuvent etre 
utilis^es notainment comma sondes de capture ou de detection. Elles 
sont utilisees de preference sous la forme de sondes de capture 
immobilisees ou immobilisables sur un support solide. 

L*^ invention a ^galement pour objet un proc6d6 pour determiner 
le typage HLA DRP d'un individu, selon les techniques usuelles de 
typage par oligonucleotides, caracterise par le fait que I'on 
utilise comme sondes de capture ou de detection, soit 
sequent iellementr soit simultan^mentr au moins une partie des sondes 
de 1' ensemble de sondes tel que d^fini ci-'dessus : 

Dans un proc^d^ automatis6, on utilisera 1' ensemble des 
sondes. Dans d'autres cas, il est evidemment possible de les 
utiliser I'une apr^s 1' autre, et d'arr^ter le proc^d^ lorsque les 
renseignements recueillis suffisent ^ determiner le typage. 

Le procede de 1' invention comprend done essentiellement les 
etapes consistant : 

- k mettre en contact selon une technique particuli^re choisie, des 
echantillons d'acides nucieiques cibles contenant les regions 
polymoxT^hes du g^ne HLA DR d'un individu, avec au moins une partie 
de I'ensexnble des sondes tel que d^fini ci-dessus, 

- d faire inciiber, selon les m^thodes connues, dans des conditions 
predeterxoinees telles que 1' hybridation avec chaque sonde ne se 
produit que si la cible contient une sequence, parfaitement 
cort^iementaire de celle de ladite sonde, et 

- A determiner, selon les techniques de detection usuelles, 
1' hybridation ou 1' absence d'^ hybridation avec chacune des sondes 
utilisees . 

Les informations recueillies sont ensuite utilisees pour 
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determiner le typage en fonction d'un plan de typage pr66tabli, 
tenant compte des sondes utilis6es et de la connaissance des types 
HLA DR et/ou sous types associ6s repertories. Ce travail est 
simplifie par 1' utilisation d'un plan de typage^ c'est A dire en 
pratique un tableau donnant directement les types et/ou sous types 
en fonction des rdponses positives (hybridation (s) ) observ^es. Pour 
1' ensemble des sondes de la pr^sente invention^ un tel tableau est 
donne ci-apres dans la partie exp^rimentale (voir tableau 6) . 

L' invention concerne en particulier un proc^de tel que d^fini 
ci-dessus, dans lequel on utilise lesdites sondes comme sondes de 
capture, ce precede pouvant etre caract6ris6 par le fait qu'il 
comprend les etapes consistant k : ' 

a) immobiliser chaque sonde de capture sur un support solide, 

b) mettre en contact chaque sonde de capture immobilis6e avec 
un milieu liquide contenant au moins un fragment d'acide nucieique 
cible, dans des conditions pr^determin^es permettant 1' hybridation 
si la sequence coxt5>iementaire de celle de la sonde est presente dans 
la cible et 

c) detecter la presence d'hybrides event uellement formes. 

Bien entendu, les sondes de 1' invention permettent de detecter 
aussi bien des fragments cibles d'ARN que d'ADN. Par ailleurs^il est 
evident que I'on peut utiliser comme sonde de detection outre les 
sondes ci-dessus,toutes sondes appropriees, notamment I'une des 
sondes decrites ci-apres dans I'exemple 5. 

Lorsque la sonde de capture est tres courte, c«est-a-dire 
inferieure A 20 nucleotides et en particulier inferieure ii 17 
nucleotides, il devient necessaire de mettre en oeuvre des moyens 
permettant d'ameiiorer la fixation de la sonde sur un support 
solide. La fixation de la sonde sur le support est effectuee alors 
sous la forme d"un derive resultant du couplage covalent de la sonde 
avec un ligand facilitant la fixation sur le support solide. Le 
ligand, qui peut comprendre une partie hydrophobe est notamment un 
ligand comprenant au moins un groupement fonctionnel polaire, par 
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exeiiple un groupement amin6. Le groupement fonctionnel peut servir ^ 
fixer la sonde sur le suppport solide par ^tablissement d'une 
liaison covalente. Lorsque le groupement fonctionnel polaire ne 
r^agit pas avec le support, il am^liore la fixation par adsorption 
sur le support, m€me si le support est hydrophobe. 

Le ligand est par exexnple choisi parmi les prot^ines et les 
conposds tels que repr^sent^s respectivement par les formules I et 
IX ci-dessous : 



CZ 



15 



( I ) 



dans laquelle : 

Z repr^sente un radical alkyle ou alc^nyle de 2 ^ 12 atomes de 
carbone, lin4aire ou ramifi6, non substitu6 ou substitu6 par un ou 

20 

plusieurs groupements choisis panni les groupements hydroxy et/ou 
amino, et m+ repr^sente notamment un ion alcalin ou ammonium* 

Ce ligand est coupl6 pr^f 6rentiellement k l*extr^mit4 5' de la 
s6G[uence nucl^otidique de la sonde de capture 

25 jCH2)n-NHa 

-Oig-CHCHaOH 

{ II ) 

30 dans laquelle n est un nombre entier pouvant varier de 1 ^ 4 et de 
pr6f6rence n « 1 ou 4. 

Ce ligand est couple pr^f^rentiellement ^ I'extr6mit6 3» de la 
sequence nucl6otidic[ue de la sonde de capture. 

35 Lorsque le ligand est une prot^ine, on choisit par exeiiple une 

alb\imine, de pr^f^rence I'albumine de s^rum de bovin, qui peut 6tre 
coupl^e k I»extr6mit6 5' ou 3» de la sequence nucl^otidicpae de la 
sonde de capture. 

Le support de la prdsente invention peut ^tre tout support 



wo 96/40989 



-12- 



PCT/FR96/00836 



permettant d' immobiliser une sequence nucl^otidique ou un d6riv6 
selon 1' invention, soit par adsorption passive soit par covalence. 
Les supports peuvent Stre r6alis6s en tout mat^riau habituellement 
utilise tel cjue nitrocellulose, nylon, papier, ou de pr6£6rence, en 
5 un mat^riau hydrophobe tel qu'un polym^re de styr^ne ou un 
copolym^re eL base de styr^ne coxnprenant au moins 10 % en poids de 
motifs styrtoe. 

Le support solide selon 1' invention peut §tre sans limitation 
sous la forme d'une plaque de microtitration, d'une feuille, d'un 

10 tube, d'un c6ne, de puits ou analogues. 

Selon le proc6d6 de la pr6sente invention, un 6chantillon 
contenant un acide nucl^ique est obtenu ^ parti r d'un individu dont 
le genotype HLA DR doit ^tre d6termin^. Tout type de tissu contenant 
de 1' acide nucl^icjue HLA DR peut 6tre utilise dans le cadre de la 

15 pr^sente invention. II est ainsi possible d'utiliser des fragments 
d' acide nucl^ique <ADN ou ARN) obtenus apr^s coupure par voie 
chimique, enzymatique ou analogue de 1' acide nucl^ique present dans 
I'^chantillon de 1* individu. 

Cependant 1 ' incorporation d'une 6tape pr^alable 

20 d' axc^lif ication de I'ADN ou de I'ARN cible peut faciliter le proc6d^ 
de typage par oligonucleotide de la pr6sente invention. Le principe 
de 1' analyse du polymorphisme HLA par hybridation d' oligonucleotides 
specif iques de sequences reste le mSme, mais une etape 
d'anqplification selective permet un enrichissement en sec[uences de 

25 la cible, ce qui sinqDlifie la technique (R.K. Saiki, T.L. Bugawan, 
G.T. Horn, K.B. Mullis et H.A. Erlich (1986) Nature 324, 163 - J.M. 
Tiercy, M. Jeannet et B. Mach (1990) Eur. J. Immunol. 20, 237). 

L' amplification peut 6tre obtenue soit k partir d'ADN, soit ^ 
partir d'ARN. II est Evident pour un homme du metier que 

30 1 • amplification des sequences de la cible HLA DR dans un 6chantillon 
peut St re accomplie par toute m6thode connue qui permet d*obtenir 
une axtplif ication suffisante pour que la sSqcuence de la cible puisse 
etre detect^e par hybridation d*un acide nucl^ictue ^ une sonde. 

En general, I'acide nucl^ique dans 1 •6chantillon sera de 

35 I'ADN, le plus souvent de I'ADN g^nomique. Cependant, la pr^sente 
invention peut ^galement Stre mise en oeuvre avec d'autres acides 
nucieic[ues tels que de I'ARN messager ou de I'ADN clone, et 1' acide 
nucieique dans I'^chantillon de 1' individu pourra Stre sous la fozme 
d*un simple brin ou d*un double brin. Bien entendu, lorscjue I'acide 
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nucl^ique est sous la forme double brin, il est n^cessaire de 
pratiquer une 6tape de d^naturation pour obtenir un acide nucl6ique 
simple brin. 

lies sondes utilis^es dans la pr^sente invention sent des 
oligonucleotides specif iqpies d'une s6q[uence <OSS) qui, dans des 
conditions appropri^es, peuvent se lier sp^cifiquement k leurs 
sequences compl6mentaires . Si une sonde particuli^re peut ^tre 
utilis^e pour identifier uniqpjement un allele, la sonde est alors 
appel^e OSA, c'est-^-dire oligonucleotide specif ique d'un allele. II 
est possible qpi'une seule sonde ne soit pas capable d* identifier k 
elle seule un allele sp6cifique DRP en raison de la nature 
diff^rente entre divers alleles DRP* 

Selon le proc^d^ de 1» invention^ 1* identity d'un allele est 
ddduite II partir d'un module de liaison d'un ensemble de sondes, 
chaque sonde individuelle de 1' ensemble ^tant specif ique de 
diff^rentes parties du g%nes HLA DR. GrSce au choix de multiples 
sondes correspondant aux sequences d'ADN des alleles connus, la 
specificity du proc6de de typage par oligonucleotides de la presente 
invention permet d' identifier tous les alleles des loci DRBl, DRB3 
et DRB5. Bien entendu, le precede de la presente invention pourrait 
etre utilise pour identifier les alleles d'autres loci extremement 
polymorphes tels que DQBl et DPBl • Comme les differences alieiiques 
sont essentiellement localisees dans I'exon codant pour le premier 
domaine des molecules HLA (aa 5-94), les sondes sont choisies pour 
etre con^iementaires de sequences specifiques localisees dans cette 
region. Au cas ou de nouveaux alleles seraient decouverts, ceux-ci 
sont immediatement repertories dans un registre de sequences HLA 
classe II r qui permet d'actualiser la collection de traceurs 
informatifs et done d* adapter la methodologie k la detection de tout 
nouvel alieie. 

Pour rationaliser le typage HLA classe II complet, on a 
propose d'introduire tout d'abord une premiere etape du typage DR 
generique, lequel peut, avec un nombre limite de sondes / 
reconnaltre les principales specif icites HLA-DR, c'est-i-dire HLA- 
DRl-DRwlS. Cette etape est suffisante pour un grand nombre 
d' applications cliniques (voir B. Mach et J.M. Tiercy (1991) Human 

Immunol. 30, 278) . 

Sur la base des resultats de cette premiere etape, il est 
possible de choisir les sondes specifiques necessaires pour 
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r^aliser, dans un deuxi^me temps, un micropolymorphisme DRp, pour 
d^tecter le polymorphisme DQBl et si n^cessaire pour caract6riser 
les alleles DPBl. 

L* analyse des sp^cificit^s HLA-DRl-DRwl8 par la technique de 
typage par oligonucleotides peut dtre appliqu^e dans les 
laboratoires d 'histocompatibility pour le typage DR de routine, en 
remplacement de la s^rologie DR, notaroment pour effectuer le typage 
DR de patients en liste d'attente pour une greffe r6nale ou le 
typage de donneurs de reins potentiels, le typage DR de patients 
leuc6miques pour lesquels une greffe de moelle osseuse est 
envisag^e, ainsi que des membres de leur f£uaille ou des donneurs 
potentiels non apparent^s, le typage DR k grande 6chelle pour la 
constitution de registres de donneurs de moelle volontaires, pour 
determiner des associations entre des maladies et le syst^me HLA, 
par exemple dans le cas de diabetes insulinod^pendants, pour des 
applications en m^decine predictive ou encore pour des recherches de 
paternite et autres identifications judiciaires. 

On donne ci-aprfes quelques definitions de termes utilises dans 
la presente deroande : 

"genotype" fait reference 4 1' ensemble des caracteristiques 
genotypiques d'un individu par opposition au "ph6notype" qui sont 
les caracterisations d*un individu telles qu'elles ressortent de 
1' analyse des produits d' expression du g^ne et notamment des 
proteines . 

"alleles" sont les differentes formes alternatives d*un mSme gene 
qui presentent des differences au niveau de la seqtuence nucieique. 
Ces differences se manifestent au niveau de I'ADN, de 1*ARN et des 
proteines . 

"polymorphisme" caracterise la diversite introduite dans une 
population par 1* existence d' alleles differents pour un mSme gene, 
"oligonucleotide" tel qu* utilise ici designe les amorces, les 
sondes, les fragments d'acides nucieiques devant etre detectes, 
etc... Les oligonucleotides peuvent etre prepares par toute methode 
appropriee connue. 

^sonde nucieotidique" " represente un fragment d'ADN ou d*ARN 
naturel, ou un oligonucleotide naturel ou de synthese, ou un 
fragment d'ADN ou d'ARN de synthese, non modifie ou comprenant une 
ou plusieurs bases modifiees telles qpie I'inosine (syxnbolisee par la 
lettre I), la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylamino-S- 
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d^soxyuridine^ la d^soxyuridine, la diamino-2, 6-purine, la bromo~5- 
d6soxyuridine ou toute autre base modifi6e permettant 1 ' hybridation . 

Par ailleurs, dans la pr^sente demande lorsque les s^cjuences des 
sondes de capture sont soulign6es^ ceci reprdsente la sequence 
optimale pour un typage selon 1' invention, Bien entendu, ces 
sequences optimales peuvent 4tre rallong6es a 1*' extr6itiit6 3' et/ou 5' 
par au moins une base. Dans ce cas, certaines bases pouvant ^tre 
ajout^es f acultativement ont 6t6 indiqu6es entre parentheses coinme 
on peut le voir par exemple k la lecture de la description ci-dessus, 
Enfin, il est possible pour un homme du metier de modifier la 
longueur des sequences utilis^es en fonction des conditions 
op^ratoires (telles qiie : les temperatures d' hybridation, de 
lavage, la nature du tampon d' hybridation et/ou de lavage) et du 
plan de typage. 

L» invention sera mieux comprise d la lecture de la description 
d6taill6e qui va suivre, faite en reference k des exemples non 
limitatifs illustrant des modes de realisation pr^f^r^s du proc^d^ 
de 1 ' invent ion . 

EXEMPLE 1 : 

Les ligands utilises dans la pr6sente invention et donnas ici a 
titre d'^ exemple, peuvent etre des composes disponibles dans le 
commerce tels que dans le tableau 1 ci-apr^s : 



TABLE/VU 1 



ligand 



Formule 



Fournisseur 



ref 



o 




CFjONH-CCHJeOP 



a 




Applied Biosystems 



400808 




a(CH2)2-CN 



b 



N (isoPr)2 



Cbntech 1^ Inc 



5206*1 
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C>(CH2)2CN 



C 



N (isoPr)2 



GlenResearch 



10-1903 



Fmoc-NH-CHa-CH-CHaODMTr 



/ 
\ 



0(CH2)2-CN 



OP 



d 



N{isoPr)2 



Clontech Lab Inc 



5203-3 



CHjNHFmoc 



e 



CPG-LCAAO-CH^CHCHgODMTr 
(CHaVNH-Fmoc 



Clontech Lab Inc 



5221-1 



CPGLCAAO CHgCH CHa-ODMTr 



Clontech Lab Inc 



5222-1 



f 



MMTr = monomethoxytrityl 

DMTr = dimethoxytrityl 

Fmoc= f luorenyl-9-methoxycarbonyl 

CPG » billes de verre ^ porosit:6 contrdl^e 

LCAA - longrue chalne alkyle amine (bras espaceur) 

Le couplage d'un ligand phosphoramidite ^ un oligonucleotide 
est effectu6 selon le protocole g6n6ral suivant : 

Un oligonucleotide est synth6tis6 sur un appareil automatique 
381 A de la society APPLIED BIOSYSTEMS en utilisant la chimie des 
phosphoramidites selon le protocole du constructeur . Le ligand 
phosphoramidite dissout dans de I'acetonitrile anhydre k une 
concentration de 0,2 H, est place en position X du synthetiseur et 
1' addition du ligand se fait a I'extr^mite 5^ de 1' oligonucleotide 
selon le protocole standard de la synthase automatique lorsque la 
synthase de 1' oligonucleotide est achevee. 

Dans le cas oxjl le ligand est porteur d' un groupement 
protecteur dimethoxytrityle, tel qpie pour le compose d^ il est 
necessaire d'effectuer une etape suppiementaire de deprotection du 
groupement trityle par I'acide trichloroacetiqnie en fin de synthfese, 

Apres deprotection une nuit d 55** C dans NH^OH 33 suivie 
d'une precipitation dans de l^ethanol ^ - 20*^0, 1' oligonucleotide 
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est s6ch6 sous vide et repris dans 1 ml d'H20. 

Pour les composes r6f6renc6s b et une 6tape suppl^mentaire 
de clivage du groupement monomethoxytrityle est effectu^e selon le 
protocole du fabr leant (CLONTECH et GLEN RESEARCH respect ivement) 
apr^s d^protection . 

Dans le cas des composes portant la r^fdrence e et £r la 
synthase automatique d^arre par la silice greff6e par le ligand 
selon le protocole standard. Le couplage ligand et oligonucleotide 
s'effectue par I'extr^mit^ 3' de ce dernier. 

Dans tous les cas, les oligonucleotides modifies ^ leurs 
extremit^s 5' ou 3' sont purifies par chromatographie liquide haute 
pression (CXiHP) en phase inverse sur une colonne Brownlee RP18 (10 
xnni 25 cm) • 

Conditions : d^bit 4,6 ml/xoin 

Gradient 10 % i 35 % de tampon B en 30 min. 

35 % cl 100 % de tampon B en 3 min. 

Les caract^ristiques des tampons A et B sont les suivantes. 
Taxt^on A : 0.1 molaire Triethylammoniumacetate (TEAA) pH « 7,00 
Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH3CN. 

EXEMPI^E 2 : 

Couplage d'un oligonucleotide ^ I'Albumine de Sdriun de boeuf 

(ASB) . 

Un oligonucleotide portant le bras aminolink 2 reference a 
dans le tableau 1 est synthetise tel que decrit dans I'exemple 1 : 
3. 10"*^ mole d' oligonucleotide sont seches sous vide et repris dans 
25 M.1 de tan^on borate de sodium 0.1 M, pH 9.3. On additionn'e 500 pi 
d'une solution k 30 mg/ml de DITC (phenyiene-1, 4-diisothiocyanate 
Fluka 78480) dans le DMF. Le melange est agite 1,5 h k temperature 
ambiante avant 1' addition de 3 ml d'H20. Apr^s extraction de la 
solution par le butanol (3x3 ml) , la phase aqueuse restante (500 
111) est sechee sous vide puis reprise par 1.10"^ mole (6,6 mg) d'ASB 

(Pierce 30444) dans 400 \IX de tampon borate (0,1 molaire pH 9.3). 
Aprfes une nuit sous agitation k temperature ambiante, le conjugue 
est purifie par echange d' ions en CLHP sur une colonne AX300 

(BROWNLEE 4.6 x 100 mm) par un gradient de NaCl (Tableau 1). Le pic 
du conjugue est dialyse centre de I'eau (2x1 litre) concentre sous 
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vide, repris par 1 ml et stock6 d - 20* C. 

Conditions chromatographiqpies : 

Gradient de : 10 % B' a 56 % B' en 25 min. 

56 % B^ a 100 % B' en 2 min. 

Les caract^ristiques des tampons A' et B' sont les suivantes : 
A' ■= 20 mM phosphate de sodium, pH7,00; 20% CH3 CN. 
B' = Tart^on A' + 1 M NaCl ou 2M NaCl. 

EXEMPLE 3 ; 

On a repr^sent^ dans le tableau 2 les alignements d' acides 
amines des dif £4rents alleles du g^ne DR Beta dans le but de d^finir 
les positions des acides amines mut^s par rapport ^ la sequence 
consensus choisie (appel^e **DR CONS") . Ces mutations correspondent a 
des mutations non silencieuses au niveau de I'ADN c'est a dire des 
mutations qui induiront un changement d' acide amin6. On sait en 
effet que les acides amines sont cod6s au niveau de I'ADN par des 
triplets de bases. Une mutation sur la troisi^me position 
n'entrainera g6n6ralement pas de changement d'acide amin^. Par 
centre le changement de la seconde base induira assez souvent un 
changement d'acide axciind. Enfin, une mutation sur la premiere base 
entralnera tou jours une modification de I'acide amin6. 

Dans le cas du typage des different s alleles, on utilise done 
le plus souvent les mutations sur I'ADN correspondant aux mutations 
non silencieuses. Mais il est possible de d6tecter une mutation de 
type silencieuse, par exexc^le dans le but de di££4rencier 2 alleles 
tr^s proches. 

Dans le tableau 3, on a repr6sent6 les alignements des 
nucleotides du g^ne DRBeta pour tous les alleles connus et publics 
dans la litt^rature ^ ce jour, par rapport ^ la mSme sequence 
consensus que dans le tableau 2. 

La nomenclature utilis^e pour designer les di££6rents alleles 
et celle propos6e lors de la cinqui%me conference 
d' histocompatibility (Leiden, Hollander 1991) . Les indications entre 
parentheses dans le tableau 2 repr^sente la nomenclature prec^dente. 
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En utilisant les 2 protocoles ddcrits prdc^demment on a 
synth6tis6 des oligonucleotides portant soit un ligand, tel que 
d^crit dans I'exemple 1 et qui sont r6sum6s dans le tableau 4, soit 
couple ^ I'ASB^ tel que d6crit dans I'exemple 2 et qui sont r6sum6s 
dans le tableau 5 y ftRTiEAU 4 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



sequence 5 ' -3 ' 



lllgand X *|tr ** 



563 



CTGGAAAGATGCA 



562 



TGGAAAGATGCAT 



561 



CAGGATAAGTATGA 



579 



GCAGGATAAGTATGA 



603 



CAGCAGGATAAGTATG 



1094 



CAGCAGGATAAGTATG 



546 



TGGACAACT'ACTG 



I 7 bis I 570 



GGACAACTACTG 



596 



GGACAACTACTG 



545 



GATACTTCTATCACC 



10 



398 



CCTGATGAGGAGTA 



11 



573 



CAGGGTAAGTATAAG 



12 



580 



GCAGGGTAAGTATAAG 



13 



1064 



TGGCAGGGTAAGTAT 



14 



591 



GGCAGGGTAAGTATAAG 



15 



1095 



GGCAGGGTAAGTATAAG 



16 



400 



GGCCCTGGTGGA 



17 



595 



GGCCCTGGTGGA 



18 



574 



GCGGTATCTGCACA 



19 



556 



GGAGGAGGTTAAG 



20 



555 



TGGAAGACGAGC 



21 



755 



TGCGGAGCACTGGA 



22 



867 



GGAAGACAAGCG 



23 



915 



CTCTACGGGTGAG 



1066 



CTCTACGGGTGAGT 



25 



990 



CACCTATTGCAGA 



26 I 1067 



CACCTATTGCAGAC 



27 



1068 



ACACCTATTGCAGA 



28 



802 



CCAGGAGGAGAACGT 



1096 



CCAGGAGGAGAACGT 



30 rT097 



CCAGGAGGAGAACGT 



31 I 1098 



CCAGGAGGAGAACGT 



32 t 1099 
"33 I 1100 



CCAGGAGGAGAACGT 



CCAGIAGGAGAACGT 



34 I 1107 



ACCAGI AGGAGAACGT 



|34 bis I 1127 



AACCAGIAGGAGAACGT 



935 



ACCAGGAGGAGAACGTG 



997 



GAGCTGCGTAAG 



37 11033 



TTCCTGGAGAGACAC 



38 I 1030 



TTCCTGGAGAGATAC 



39 



1065 



TCCTGGAGAGATACT 



40 



1058 



GGAGGACTTGCGC 



41 



1059 



GGAGGACTTGCGCT 



42 



1060 



AGGAGGACTTGCGC 



ACGGGGCTGTGGA 



17,11 



17,63 



17^52 



16.7 



17,44 



16>25 



18,61 



16,09 



17,29 



19> 2 



14, 6 



16,18 



16,99 



17,55 



18^18 



17.13 



13,79 



17.43 



16,62 



17.94 



16.1 



16,85 



13.36 



19,04 



17.14 



17.47 



17,08 



17.81 



15,86 



13,74 



14.03 



14.81 



14,97 



16.05 



16,62 



19.29 



16.55 



18^4 



18.39 



18,01 



17.9 



18.35 



17,05 



16,79 



* X repr^sente le ligand selon la nomenclature utilis^e pr6c6deinment 
dans le tableau 1 

** Tr represente le temps de retention en minutes (min) de 
1' oligonucleotide en CLHP dans les conditions d^crites dans 
I'exemple 1 (colonne BROWNLEE RP 18(4,6 mm-25 cm) debit 1 ml/min) . 
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*** la lettre I dans les sequences 33, 34 et 34 bis represent e 
I'inosine. 

TABLEAU 5 



REFERENCE! 


UHERO 


SEQUENCE 5 ' -3 ' 


TR * 


RATIO ** 
OIiXGO/ASB 


43 


57 IB 


TGGACAACTACT 


7^85 {2M) 


1 


44 


574B 


GCGGTATCTGCACA 


8.69 (2M) 


0.8 


45 


55 6B 


GGAGGAGGTTAAG 


7,76 (2M) 


1 ■ 


46 


555B 


T6GAAGACGAGC 


16,85 (IM) 


0, 8 


47 


75 6B 


6CGGAGCACTGG 


17,78 (IM) 


1,5 


48 


867B 


GGAAGACAAGCG 


16,65 (IM) 




49 


868B 


TGGAAGACAAGC 


8.56 (2M) 


1.3 


50 


85 6B 


GAGGAGCTCCTGCGCT 


19,96 (IM) 


1,2 


51 


966B 


AG6A6AACGTGC 


19.66 (1M> 


1,5 


52 


997B 


GAGCTGCGTAAG 


18,88 (IM) 


0,9 


53 


998B 


AGCTGCGTAAGT 


16,32 (IM) 


1 


54 


1026B 


GAGAGACACTTCC 


13,98 (IM) 


0.5 


55 


98 6B 


GGAGAGATACTTC 


15,81 (IM) 


0,6 


56 


1049B 


GAGAGATACTTCC 


15,86 (IM) 


lr2 


57 


1089B 


ACGGGGCTGTG 


17,72 (IM) 


1,1 


58 


1090B 


TACGGGGCTGT 


17,24 (IM) 


1 


59 


1091B 


CGGGGCTGTGG 


17.42 (IM) 


Ifl 



* Tr represents le temps de retention en minutes (min) de 
1' oligonucleotide coupie k I'ASB en CLHP dans les conditions 
d^crites dans I'exemple 2. 

(IM) signifie que le tampon B contient IM NaCl. 
(2M) signifie que le tampon B contient 2M NaCl, 

** Ii' oligonucleotide est quantifie en picomoles par spectrometrie 
U.V. en mesurant I'absorbance 260 nm selon le protocole APPLIED 
BIOSYSTEMS. L' ASB est dos^ par la m^thode de BRADFORD (BRADFOIUD 
M,M., Anal.Biochem.^ 72^248 (1976)) en picomoles. Le ratio oligo/ASB 
est le rapport de ces 2 valeurs. 

On a defini dans cet exemple des oligonucleotides de capture 
que I'on peut synthetiser, sans ligand^ avec un ligand ou bien 
coupler par exemple ^ I'ASB. Le choix des sequences des 
oligonucleotides synthetises tient compte de I'alignement des 
sequences d'ADN des differents alleles decrits dans le tableau 3 de 
I'exeitple 3. Les sondes oligonucieotidiques seiectionnees, utilisees 
par exemple comma sondes de capture^ permettent d'effectuer un plan 
de typage comme decrit dans le tableau 6. II est bien evident pour 
I'homme de I'art que d'^autres plans de typage peuvent etre definis 
avec d'autres oligonucleotides. 
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Dans le tableau 6, les indications entre parentheses 
repr^sentent la nomenclature utilis6e avant la conference 
d'histocoir¥>atibilite (1991) des sous types de 1' allele DRB5. 

Le signe + signifie que le sous type de la ligne consid6r6e du 
tableau 6 donne une hybridation avec la sonde de la colonne 
correspondante . 

A I'aide du tableau 6, il est possible d' interpreter 
facilement les r^sultats obtenus (hybridation ou absence 
d' hybridation) avec di verses sondes par exemple une cible donnant 
une reponse positive avec les sondes 43 ^ 14, 28 et 37 correspond aux 
types DRB1*0301/DRB1*07. 

EXBMPLE S: preparation des sondes de detection 

Selon 1' exemple 2 I'' oligonucleotide active et seche sous vide 
est repris par 1,25 10^*^ mole (5 mg) de peroxydase de raifort 
(BOEHRINGER MANHEIM 413470) dans 200 Jil de tampon borate de sodium 
0,1H, pH 9r3. 

Le protocole de purification est identique : le conjugue est 
stocke k -20*^C dans un tampon 50 mM tris HCl , pH 7,0 ,40% glycerol. 

Le tableau 7 resume les differents conjugues utilises pour la 
detection HLA DR. 

TMLEAU 7 



ZIEFERENCE 


SEQUENCE 5 ' -3 » *** 


XR * 


RATIO ** 
OLIGO/HRP 


Dl 


CCGGGCGGTGAC ( GT ) GAGCTGGGGC 


11,88 (2M) 


1,4 


D2 


CCGGGCGGTGACIGAGCTGGGGC 


18,09 (2M) 


1,8 


D3 


GAACAGCCAGAAGGAC 


9,32 (2M) 


1 



* Tr represente le temps de retention en minutes (min) de 
1' oligonucleotide couple k la peroxydase de raifort (HRP) en CLHP 
dans les conditions decrites dans I'exeit^le 2. 
(2M) signifie q[ue le taiqpon B contient 2M NaCl. 

** L' oligonucleotide est quantifie en picomoles par spectrometrie 
U.V. en mesurant I'absorbance cL 260 nm selon le protocole APPLIED 
BXOSYSTEMS. La peroxydase de raifort (HRP) est dosee par U.V. i 402 
hm en picomoles selon ATOR M.A., J.Biol. Chem. , 31, 14954 (1987). Le 
ratio oligo/HRP est le rapport de ces 2 valeurs. 
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*** la lettre I dans la sequence D2 repr^sente 1' inosine .Dans la 
sequence Dl,^ (GT) signifie qu' il y a un melange ^quimolaire des 2 
bases G et T sur cette position. 

EXEMPLE 6 : preparation du materiel g^n^ticjue 

Ii' extraction d^acides nucl^iques ii partir de sang total est 
ef feature dans un appareil Applied Biosystems d'apr^s le protocole 
suivant : 2 ^ 6 ml de sang total sont repris dans du tampon TE (10 
mM Tris-HCl pH 8,00^ 1 mM EDTA) (quantity suffisante pour 6 ml) et 
sont d^pos^s dans une an^oule d' extraction de 30 ml. Une solution de 
proteinase K (840 unites dans 20 xnM Tris-HCl pH 8,5) est ajout^e. 

ensemble est incub6 sous agitation 1 heure ^ 55^C. L'exc^s de 
proteines pr^sentes est ^limine par 2 extractions simultan^es (8,5 
ml) par un melange de phenol chloroforme. L' ensemble est agit^ 
pendant 20 minutes k 60®C. Apr^s Elimination de la phase organiq[ue 
une nouvelle extraction ph^nolique est effectu6e. L'exc^s de phenol 
est eiimine par une extraction au chloroforme (9,5 ml), 10 minutes cL 
37^C. L'ADN contenu dans la phase aqueuse est pr^cipite par addition 
de 0,5 ml d' acetate de sodium 3 M pH 5,5 et 13,5 ml d' isopropanol 
puis recup6re sur un filtre. L'ADN est ensuite repris dans 1 ml 
d'eau distiliee, puis dosE en spectrOphotom^trie d 260 nm. 

EXEMPLE 7 : anqplification de I'ADN 

L' Amplification enzymaticjue est effectu6e par la technique de 
reaction en chalne par la polymerase (PGR) (MOLLIS et FALOONA, Meth. 
in Enzymol. vol. 155, pp 335-350) d'apr^s le protocole suivaint : 

Dans un tube de type Eppendorf sont ajout^s 0, 1 ^ 2 |Xg d'ADN 
purifie ou non dans un volume total de 100 Jll du tan^on suivant : 

- 10 |Xl de tampon de PGR 10 fois concentre (500 mM KGl, 100 mM Tris- 

HCl pH 8,3 (20''c), 15 mM MgCl2, 0,1% gelatine) 

- 2M'i dNTP (dATP, dGTP, dGTP, TTP) 0,5 flM 

- 2 |Xl de chaqtue amorce correspondant k 25 pmoles 

- 1,5 unites de Taq polymerase (Perkin Elmer Getus) 

- eau distiliee (c^iantite suffisante pour 100 M.1) 

- 50 (11 d'huile de paraffine 

Le tube est depose dans un Thermocycler (Perkin Elmer Getus) 
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dans lequel seront effectu6s les 35 cycles de temperatures suivants: 

- 0,5 minute de d^naturation a 95**C 

- 0,5 minute d' hybridation ^ 55*C 

- 0,5 minute d' Elongation A 72**C 

Les amorces utilisEes ont la s6q[uence suivante : 
amorce 1 - 5'-CCGGATCCTTCGTGTCCCCACAGCACG-3' 
amorce 2 «= 5'-TCGCCGCTGCACTGTGAAG-3' 

EXEMPT.R R , 

Dans un puits d'une plaque de microtitration en polystyrene 
(Nunc 439454) sent d6pos6s "100 \ll d'une solution d'un 
oligonucleotide de capture d'une specif icite DR donn^e a une 
concentration de 0,15 HM dans du PBS 3 x (0,45 M NaCl, 0,15 M 
phosphate de sodium pH 7.0) - II y a autant de puits remplis que 
ndcessaires pour le typage. 

Dans tous les cas un contrdle posit if doit St re ajoute dans 
le but de verifier I'efficacitS de 1^6tape d' amplification ainsi que 
l^etape de detection. La sonde de capture qui est utilisSe comme 
contrdle posit if est present e sur tous les alleles connus k ce jour 
et a la sequence suivante : 

5'- GGGGAGTACCGGGCGGTGACGGAGCTGGGGCGGCCT - 3' 

La plaque est lav6e 3 fois avec 300 Jll de PBS Tween <0,15 M 
NaCl, 0,05 M phosphate de sodium, pH 7,0 ; 0,5 % Tween 20 (Merck 
822184)). Le produit d' amplification (100 ^1) tel que dScrit dans 
I'exemple 7 est d6natur6 par 10 Jll de NaOH 2 N pendant 5 minutes 
sous agitation ^ temperature ambiante. 10 \ll d'acide ac^tique 2N 
puis un volume de tampon PEG (Phosphate de sodixam 0,1 M, pH 7,0 , 
NaCl 0,5 M, Tween 20 0,65 %, ADN de sperme de saumon (Sigma D 9156) 
0,14 mg/ml, PEG 4 000 (Merck 8O7490) 2 %) Equivalent n x 50 fil (n 
6tant le nombre de sondes de capture n^cessaires au typage). sont 
additionn6es successivement ii cette solution. 50 |Xl de cette 
solution sont r^partis par puits suivis de 50 \ll de la sonde de 
detection (conjuguE oligonucleotide p^roxydase) A une concentration 
de 15 nM dans le tanpon PEG. La plaque est incub^e 1 h.^ 37** C et 
lavEe par 3 x 300 Jil de PBS Tween. 100 (Xl de subs t rat OPD ( ortho- 
phony lenediamine Cambridge Medical Biotechnology ref/456) dans un 
tait^on OPD (0,05 M acide citriq[ue, 0,1 M Na2HP04, pH 4,93) k la 
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concentration de 4 mg/ml auquel on ajoute extemporan6ment ^2^2 ^ 
volumes au 1/1000 r sont ajout^s par puits. Apr^s 20 min de reaction, 
1' activity enzymatique est blocju^e par 100 |ll 112^^4, IN et la 
lecture est ef£ectu6 sur Axia Microreader (bioM6rieux) ^ 492 nm. 

F.yRMPT.R 

6 ADN, pr^par^s selon la mdthode d^crite dans I'exemple 6, 
sont amplifies selon la m^thode d^crite dans I'exemple 7. 

Le protocole de typage coznporte les sondes de capture suivantes: 

^' a-GATACTTCTATCACC ^' = oligonucleotide de sp6cificit6 DR 3 

portant le ligand a en S'' (r^f^rencd 545 ) 

C r Of 

^ GATACTTCTATCACC ^ oligonucleotide de sequence identiqtue mais 
sans ligand (reference 545 nu) 

^' a-TGGACAACTACTG oligonucleotide de sp6cificite DR 4 portant 

le ligand a en 5' (reference 546 ) 

TGGACAACTACTG » oligonucleotide de sequence identique mais 
sans ligand (reference 546 nu) 

Le protocole de typage est conforme au protocole general 
decrit dans I'exemple 8. 

lies sondes Dl et D2 (tableau 7) sont utilisees en melange 50%- 
50% comme sondes de detection. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 8 ci-apres : 



ADN 


TYPAGE 


DR3 


DR3 


DR4 


DR4 






545 NU 


545 


546 NU 


546 


1 


DR1 1/DR1 1 


0,019 


0,025 


0.021 


0.025 


2 


DR4/DR4 


0,018 


0.021 


0.021 


0.138 


3 


DR8/DR7 


0.017 


0.022 


0.019 


0.019 


4 


DR3/DR11 


0,026 


0.423 


0.021 


0.027 


5 


DR3/DR4 


0.023 


0.176 


0.026 


0.296 


6 


DR3/DR3 


0.023 


0.387 


0.023 


0.018 



Les 2 sondes de capture sans ligand ne differencient pas les 
specificites des ADN alors que les mSmes sequences avec le ligand a 
permettent d' identifier les specificites DR2 et DR4 des ADN. 
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EXEMPT.K lOf 

24 ADN, pr6par6s selon la m^thode d^crite dans I'exeirqple 6, 
sont amplifies selon la m^thode d^crite dans I'exeitple 7. 
Le protocole de typage est confonae au protocole g6n6ral d6crit dans 
I'exeinple 8. 

Les sondes Dl et D2 (tableau 7) sont utilis^es en melange 50%- 
50% coxnme sondes de detection. 

Le protocole de typage coic^orte les sondes de capture 
r6capitul^es dans le tableau 9 ci-apr^s: 



TABLEAU 9 



reference 


num^ro 


sequence 5'-3' 


1 


563 


CTGGAAAGATGCA 


5 


603 


CAGCAGGATAAGTATG 


43 


571B 


TGGACAACTACT 


9 


545 


GATACTTCTATCACC 


1 0 


398 


CCTGATGAGGAGTA 


14 


591 


GGCAGGGTAAGTATAAG 


17 


595 


GGCXXnGGTQGA 


44 


574B 


GCGGTATCTGCACA 


45 


556B 


GGAGGAGGTTAAG 


46 


5558 


TGGAAGACX3AGC 


48 


867B 


GGAAGACAAGCG 


47 


756B 


GCGGAGCACUGG 


28 


802 


CCAGGAGGAGAACX3T 


24 


1066 


CTCTACGGGTGAGT 


27 


1068 


ACACCTATTGCAGA 


52 


997B 


GAGCTGCGTAAG 


37 


1033 


TTCCTGGAGAGACAC 


55 


986B 


GGAGAGATACTTC 


42 


1060 


AGGAGGACTTGCGC 



Les result at s du typage sont donnas dans la tableau 10: 
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La m^thode d^crite nous permet de typer sans ambiguity les 24 
ADN testes. 



EXEMPLS 11; 

La teirp^rature pr6f6rentielle d' hybridation pour le typage 
HLA DR d6crit dans la presents invention est 37 ^C. 
II est cependant possible de modifier cette teit^^rature 
d' hybridation . 

L'exemple suivant est identique k I'exemple 10 a 1' exception 

de la teirqp^rature d' hybridation qui a 6t6 modifi^e de 37^C ^ 45**C. 

Le typage est r6alis6 sur 11 ADN. 

Les sondes de capture utilis^es sont donn^es dans le tableau 
11 ci-apr^s: 



TABLEAU 11 



reference 


num^ro 


sequence 5 '-3' 


1 


563 


CTGGAAAGATGCA 


5 


603 


CAGCAGGATAAGTATG 


43 


571B 


TGGACAACTACT 


9 


545 


GATACTTCTATCACC 


1 0 


398 


CCTGATGAGGAGTA 


14 


591 


GGCAGGGTAAGTATAAG 


1 7 


595 


GGCCCTQGTOGA 


44 


574B 


GCGGTATCTGCACA 


45 


556B 


GGAGGAGGTTAAG 


46 


555B 


TGGAAGACGAGC 


48 


867B 


GGAAGACAAGCG 


47 


756B 


GCGGAGCACTGG 


28 


802 


CCAGGAGGAGAACGT 



Les r^sultats du typage sont donnas dans le tableau 12 ci-apr^s: 
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La temperature pr^f drentielle hybridation est 37**C et le 
tampon d' hybridation preferential est le tampon PEG, mais comme le 
montrent les r^sultats de I'exemple 11 et 12, on voit qu' il est 
possible de faire varier ^ la fois la tenp^rature d' hybridation et 
le taitpon d' hybridation, 

Comme cela ressort de la description ci-avant^ le proc^de de 
la presente invention combine les avantages pratiques suivants : une 
specificite optimale avec discrimination possible de tous les 
alleles, 

une siirplicite d' execution et un coat r6duit par rapport A 1' analyse 
serologiG[ue, 

une rapidite d' execution avec obtention des r^sultats 90 minutes 
environ apr^s amplification, soit une dur^e totale inf^rieure ii 12 
heures, ce qui est essentiel pour les donneurs de reins, 
une compatibilite au typage individuel essentielle pour les typages 
d'urgence et 1' utilisation en petits laboratoires, 

un signal quantifiable par mesiire de Density Optique et un 
traitement ^ventuel des r^sultats par un syst^me informatique 
single, et une adaptability k des syst^mes automatiques . 



EXEMPLE 13 : 

De fagon suialogue a celle decrite pr#c6demment , on a 
pr^parS des sondes de capture correspondant aux oligonucleotides 
designes par les numSros de rSfSrence 101, 102, 103, 104, 115 et 
111. 

Ces sondes utilisees comme sonde de capture reconnaissent 
les specif ici-t^s indiqu6es dans la description* 

En outre, on peut utiliser les sondes de capture de 
1' invention avec les sondes de detection suivantes : 

-GCGGTGACGGAGCTGG 
-GAACAGCCAGAAGGAC . 



FEUILLE RECTIFIEE (REGLE 91) 
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La temperature pr6f 6rentielle d' hybridation est 37**C et le 
tampon d' hybridation pr^f^rentiel est le tampon PEG, mais comme le 
montrent les r^sultats de I'exemple 11 et 12^ on voit qu' il est 
possible de faire varier ^ la fois la temperature d' hybridation et 
5 le tampon d' hybridation. 

Comme cela ressort de la description ci-avant^ le proc6d6 de 
la pr^sente invention combine les avantages pratiques suivants : une 
specif icite optimale avec discrimination possible de tous les 
10 alleles, 

une siit^licite d' execution et un coat rdduit par rapport ^ 1' analyse 
serologiq[uer 

une rapidite d' execution avec obtention des r^sultats 90 minutes 
environ apr^s amplification, soit une dur^e totale inf^rieure a 12 
15 heures, ce qui est essentiel pour les donneurs de reins, 

une compatibility au typage individuel essentielle pour les typages 
d'urgence et 1' utilisation en petits laboratoires^ 

un signal quantifiable par mesiire de Density Optique et un 
traitement 6ventuel des r^sultats par un syst^me informatique 
20 single, et une adaptability des syst^mes automatiques . 



EXEMPLE 13 : 

De fagon analogue a celle decrite precedemment , on a 
25 prepare des sondes de capture correspondant aux oligonucleotides 
designes par les numeros de reference 101, 102, 103, 104, 115 . et 
111. 

Ces sondes utilisees comme sonde de capture reconnaissent 
les specif icites indigu^es dans la description. 

En outre, on peut utiliser les sondes de capture de 
1 * invention avec les sondes de detection suivantes : 



30 



35 



-GCGGTGACGGAGCTGG 
*GAACAGCCAGAAGGAC . 
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REVENDICATIONS 

1. Sonde nucleotidique choisie parmi les suivantes : 

- TGGCAGCTTAAGTTT 

- CCTAAGAGGGAGTG 

- GCGAGTGTGGAACCT 

- AAGACAGGCGGGC, 
ou leurs complementaires . 

2. Ensemble de sondes oligonucleotidiques permettant d'effectuer le 
typage HLA DR, comprenant au moins une sonde choisie parmi : 

- TGGCAGCTTAAGTTT 

- CCTAAGAGGGAGTG 

- GCGAGTGTGGAACCT 

- AAGACAGGCGGGC, 
ou leurs complementaires. 

3. Ensemble de sondes selon la revendication 2, contenant en outre 
au moins une sonde choisie parmi : 

_ GTGGACAACTACTG - GATACTTCTATCACCA A - GCCTGATGAGGAGTAC 
_ TGGCAGGGTAAGTAT2^G - G GGCCCTGGTGGAC A - T GCGGTATCTGCACA 

- GGAGGAGGTTAAGT T - CTGGAAGACGAGCG - T GGAAGACAAGCGG 

- TGCGGAGCACTGGA - A ACCAGGAGGAG2UVCGTG - ACTCTACGGGTGAGTG 

- GACACCTATTGCAGAC , 

la partie soulignee correspondant k une sequence minimum, 
ou leurs complementaires. 

4. Ensemble de sondes selon la revendication 3, contenant au moins 

une sonde choisie parmi : 

- TGGACAACTACT - GATACTTCTATCACC - CCTGATGAGGAGTA 

- GGCAGGGTAAGTATAAG - GGCCCTGGTGGA - GCGGTATCTGCACA 

- GGAGGAGGTTAAGTT - TGGAAGACGAGC - GGAAGACAAGCG 

. GCGGAGCACTGG - AACCAGGAGGAGAACGT - CTCTACGGGTGAGT 

- ACACCTATTGCAGA, 
ou leurs complementaires. 

5. Ensemble de sondes selon I'une quelconque des revendications 2 
et 3, contenant en outre au moins une sonde choisie parmi 

. GAGGAGGACTTGCGCT - TACGGGGCTGTGGAG - GGAGCTGCGTAAGT 

- TTCCTGGAGAGACAC - GGGAGAGATACTTCC , 
ou leurs complementaires. 
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6, Ensemble de sondes selon la revendication 5, contenant au moins 
une sonde choisie parmi : 

- AGGAGGACTTGCGC - ACGGGGCTGTGGA - GAGCTGCGTAAG 

- TTCCTGGAGAGACAC - GGAGAGATACTTC, 
5 ou leurs complementaires . 

7, Ensemble de sondes selon I'une quelconque des revendications 2 a 
6, contenant la sonde : 

- AACCAGIAGGAGAAC6T. 
ou sa complementaire. 

10 8. Ensemble de sondes selon I'une quelconques des revendications 2 

a 7, contenant en outre au moins une des sondes suivantes : 

- GCGGTGACGGAGCTGG 

- GAACAGCCAGAAGGAC 

- CCGGGCGGTGACIGAGCTGGGGC, 
15 ou leurs complementaires . 

9. Procede pour determiner le typage HLA DR d'un individu a partir 
d'un echantillon de 1' individu selon les techniques usuelles de typage par 
oligonucleotides, caracterise par le fait qu'on utilise, comme sondes de 
capture ou de detection, au moins une partie des sondes de 1' ensemble de 

20 sondes defini dans I'une quelconque des revendications 2 a 8* 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise par le fait que 
lesdites sondes sont choisies parmi celles mentionnees dans I'une quelconque 
des revendications 2 a 7. 

11. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
25 fait que I'on utilise lesdites sondes comme sondes de capture. 

12. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le 
fait qu'il comprend les etapes consistant a : 

- immobiliser chaque sonde de capture sur un support solide, 

- mettre en contact chaque sonde de capture immobilisee avec un milieu 
30 liquide contenant au moins un fragment d'acide nucleique cible, dans des 

conditions predeterminees pemettant 1 'hybridation si la sequence 
complementaire de celle de la sonde est presente dans la cible, et 

- detecter la presence d'hybrides eventuellement formes. 

13. Procdde selon la revendication 12, caracterise par le fait que 
35 I'^tape consistant a mettre en contact chaque sonde de capture iiranobilisee 

avec un milieu liquide contenant au moins un fragment d'acide nucleique 
cible est effectud k une temperature de 37° C. 
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